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論 文 内 容 要 旨
反舞家畜の硝酸(塩)中 毒は,摂取 した飼料中の硝酸(塩)が ルーメン微生物によって亜硝酸
(塩)に還元され,この亜硝酸が血中に吸収されてヘモグロビンをメ ト ヘモグロビン(MHb)
に変え ることによるものであり,MHbは 酸素運搬能力がなく,これが過剰に形成 された場合,
動物が酸素欠乏となるために起こる中毒として良 く知 られている。酪農の実際面において,高硝
酸粗飼料に起因する家畜の生理的障害や生産能力の低下,ま た甚 しい場合には中毒死等が見 られ,
多大の経済的損失をもたらしている。
粗飼料中の硝酸塩蓄積を左右する因子や家畜の中毒発現に影響を及ぼす諸要因については多数
の報告例があり,特 にMHb形 成にはルーメン内の亜硝酸蓄積量の多少が強 く関係することが認
め られている。これらの硝酸中毒に関する研究は,硝酸塩の給源や給与条件を野外の中毒時のそ
れに近づけて行 った例が極めて少なく,従 って中毒発生の飼料的要因は必ず しも明 らかにされた
とは言い難い。また,そ の実用的防止方法は高硝酸粗飼料給与回避の域を出ず,消 極的対策にと
どまっている現状である。積極的に中毒を防止する可能性を探るためには,中 毒発生の機序を飼
養学的に解明することが先決であるが,同 時にルーメン内亜硝酸の蓄積を抑制することができれ
ば1,それは防止の有効な手段になることも明らかであり,ル ーメン微生物による硝酸 亜硝酸還
元の速度が重要な決め手になることは言 うまで もない。
本研究では,上述の所見にもとづき,まず中毒発生要因をルーメン微生物の硝酸代謝との関連
で求め,次 いでその代謝促進に対する飼料的要因を,特 に亜硝酸還元速度を中心に追求 し,も っ
て有効な防止方法の発見につとめ,ほ ぼ所期の成果を得た。その概要は以下のようである。
1反 駕 家畜の硝酸中毒発生とル ーメ ン細菌 の硝酸適応性について
高硝酸アオビユ,若刈 トウモロコシを,緬羊にフィステルか ら直接投与 し,これ らによる中毒
発生の可能性を追求 した。両者の生草給与により,ルーメン内硝酸,亜 硝酸の出現と血中MHb
の著 しい増加が認められ,か つMHb血 症と同時に貧血様症状が観察され,上 記生草は中毒の原
因になり得ることが確かめられた。
野外における硝酸中毒は,高硝酸粗飼料切換え給与初回よりも2回目以降に発生する例が多い
ことの原因を追求するため,緬 羊に高硝酸生草を継続給与 した場合のルーメン内硝酸,亜 硝酸濃
度の経 日,経時変化を調べた。高硝酸生草給与初 日には,ル ーメン内の亜硝酸の出現量が少なく,
中毒症状は認め られなかった。2日 目以降には亜硝酸が経日および経時的に増加 し,これに伴い,
貧血様症状が観察され,血 中MHb含 量も上昇 した。4日 目以降ではルーメン内硝酸,亜 硝酸の
経時変化はほぼ同様の推移を示 した。このようなルーメン内亜硝酸の経日的増加が上記現象の主
因であると推定 された(図1)。
原因室8ρらかκず5
高硝酸生草切換え給与によってルーメン内亜硝酸出現量が 日日 ため,invitro培養により,
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切換え前後の細菌区分の硝酸還元能の相違にっいて検討 した。高硝酸生草切換え前後におけるル
ーメン液上清,も しくは低硝酸生草給与時のその上清を共通に用いて,細菌区分の硝酸還元能を
比較 したところ,切換え後の方が硝酸の減少と亜硝酸の増加が速やかであった(図2)。以上のこ
とから,高硝酸生草継続給与によるルーメン内亜硝酸出現量の増加は,主 としてルーメン細菌の
硝酸還元能の増大にもとつ くものであり,ルーメン細菌(細 菌叢)は硝酸に対 して適応する性質
を有 し,これが中毒発生の重要な要因であることを明らかにした。
H濃 厚飼 料およびサイ レージ給与 によるル ーメン内硝酸 代謝促進 について
高硝酸生草給与時における緬羊ルーメン細菌の硝酸代謝に及ぼす濃厚飼料の影響をinvivoと
invitro培養の条件において検討 した。高硝酸生草単用の場合,ど の動物においてもルーメン内
亜硝酸の経 日的増加が認められ,ま た硝酸,亜 硝酸の経時変化に関する個体差は給与回数を重ね
ると小 さくなることが認め られた。濃厚飼料を併用すれば,生草単用にくらべ,ル ーメン内の硝
酸の消失,お よび亜硝酸の出現と消失が速やかになった。ル ーメン液のpHは,濃 厚飼料併用の
有無に関わりなく,ほぼ中性付近を示 した。血中MHbは,併 用した方がその増加と減少が速 く,
かつ最高値が低かった。invitro培養においては,pHの 極端な低下がない場合には,濃厚飼料
を添加 した方が,硝酸の代謝が速やかであった。以上の結果か ら,高硝酸生草に濃厚飼料を併用
して給与す ると,ル ーメン細菌の硝酸代謝が促進され,亜 硝酸の生成が速くなるが,同時にその
還元 も速やかになり,このために血中MHbの 最高値が低下 し,その減少速度 も増加する(図3)。
それゆえ中毒症状を軽減し得ることを認めた。
品質が良好で硝酸含量の高いサイレージが反舞家畜に対 して中毒の危険性を有するか否かにつ
いて,invivQとinvitro培養の条件で追求 した。高硝酸サイレージ給与初日には,硝酸,亜硝
酸の経時変化の速度が概 して緩慢であった。2日 目以降では,動物間で速度に差があったが,硝
酸の消失並びに亜硝酸の出現と消失が経 日的にある程度まで速 くなり,特に亜硝酸の最高値 も低
下 した。また硝酸,亜 硝酸の消失が速い動物では,乳 酸の減少 とpHの回復,ア ンモニアと総V
FAの 増加が速やかであった。切換え前後の培養成績を比較すると,切換え後の方が,硝酸の減
少および亜硝酸増加と減少が速 く,また原虫区分が共存すれば,そ れらの速度は顕著に増大した。
さらに硝酸の代謝が活発であるほど乳酸の減少と総VFAの 増加が著 しかった。以上のように,
高硝酸サイレージの給与により,ル ーメン内亜硝酸の消失とその最高値低下の経日的な促進を認
めたことか ら(図4),高硝酸生草は,そ のままよりはむ しろサイレージとして給与 した方が中毒
の危険性をある程度回避できる可能性があると推察された。また,ル ーメン内硝酸代謝促進に乳
酸および原虫がかなり関与することが示唆された。
ルーメン微生物の硝酸代謝に対す る乳酸塩の効果を,細 菌区分単独または原虫区分共存の場合
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について,invitro培養を行って確かめた。乳酸塩の添加濃度が増すにつれて,細菌区分単独では,
主に亜硝酸の出現が速くなった。原虫区分の共存の場合は,硝 酸,亜 硝酸,お よび両者合量の減
少が促進された。また細菌区分単独では,添加乳酸はほとんど減少せず,総VFAの 増加もわず
かであったが,原 虫区分共存では前者の急速な減少 とともに後者の増加が顕著に認め られた。こ
のように硝酸代謝促進に対する乳酸の有効性を明らかに し(図5),高硝酸生草のサイレージ化は,
埋蔵中に硝酸含量が低下するか ら,その調製は中毒防止の面で有利であるとの従来の説に加えて,
ルーメン微生物の硝酸代謝の側面からも,その有利性について新たな根拠を与えた。
皿Iinvitroルー メ ン内硝酸 代謝 に対す る原虫 区分の 関与 について
硝酸代謝に対する原虫区分の関与をinvitro培養によって確かめた。まず,硝 酸還元に及ぼす
原虫区分の活動力の有無の影響を求め,ま た粗飼料:濃 厚飼料比(以 下粗濃比と言う)の変化と
当該区分の影響の発現様相について も検討 した。給与飼料の粗濃比を変えても,細菌区分単独に
くらべ,原 虫区分共存の方が,硝 酸,亜 硝酸の減少が速やかであり,かつ濃厚飼料の給与割合を
高 くすると,細菌区分単独では主に亜硝酸の出現が速 くなったが,原虫区分共存ではその減少 も
促進された。加熱により不活化 した原虫区分を用いると前述 したような共存の影響はほとんど認
められなかった。次いで硝酸塩添加飼料への切換えの前後において原虫区分と細菌区分 との相対
濃度を変え,そ の濃度変化と硝酸還元様相との関係を調べた。切換え前後とも,細菌区分に原虫
区分が共存 し,しか もその濃度が増すほど,硝酸,亜 硝酸,お よび両者合量の減少が速やかにな
った。また,切換えにより,細菌区分単独では亜硝酸の出現量が著 しく増加 したが,原 虫区分が
共存すれば,む しろ生成亜硝酸の減少量が増 した。さらに,硝酸還元と乳酸およびVFAの 産生
に及ぼす原虫区分の影響を,上 記の場合よりも濃厚飼料を増給 した条件で検討 した。濃厚飼料の
給与割合をある程度以上増加(粗 濃比5:5)し ても細菌区分単独では,その効果はほとんど認
め られなかった。これに対 し,原虫区分共存では,濃厚飼料の増給に伴い,硝酸はもとより亜硝
酸の還元も活発となった。また細菌区分単独では,乳酸は増加を続けたが,総VFAは あまり増
加せず,pHは 培養後期にao以 下となる場合があ った。一方,原 虫区分の共存では,乳 酸の蓄
積がほとんどな く,総VFAの 著しい増加が認められ,か つpHは正常と見なせる範囲内で終始
した。原虫区分への細菌の混入をできるだけ少なくする目的で リン酸緩衝液(加 熱殺菌ルーメン
液上清を含む)で 洗瀞した区分を用い,こ の際,併 用細菌区分の濃度を変えて,硝 酸代謝に対す
る原虫区分の影響を追求した。この場合でも原虫区分共存の方が硝酸の減少,亜 硝酸の増加と減
少が速やかであった。この時,培養液の細菌数は原虫区分共存の有無に関わ りなく,大差がない
レベルで推移 し,従 って本実験の場合,原 虫区分共存による硝酸代謝促進に関 しては,その区分
へ混入 した細菌の影響はほとんどないと認められた。以上のごとく,原虫は,硝酸代謝に対 してか
一247一
なりの役割を担うことを認めた(図6)。
Wメ トヘ モグ ロビン血 症 に対す る水素供与体 の効果 について
ルーメン内や植物中に存在す る有機酸や還元性物質のうち,硝酸代謝,特 に生成亜硝酸の還元
促進に有効な物質を,invitroの培養によって追求 した。また,この際,添加亜硝酸の還元に及ぼ
す原虫区分,ギ 酸の影響を求め,さ らに基礎飼料の粗濃比の変化とルーメン内原虫数並びに培養
液中の硝酸還元速度との関係 も検討した。濃厚飼料の給与割合を高 くすると,ル ーメン液中の原
虫数が増加 し,かつ培養液中の硝酸,亜 硝酸の還元が速やかになった。硝酸代謝促進に対する水
素供与体等の効果は次のとおりであった。クエン酸,ア コニット酸,コ ハク酸,リ ンゴ酸,酒石
酸,シ ュウ酸,お よびアスコルビン酸はさして効果がなかったが,乳 酸とシステインは有効であ
ると見なされた。これに対 して,.ギ酸は最も有効であり,またギ酸と乳酸もしくは システインの
組合わせにより,硝酸代謝が一層促進され,亜硝酸の蓄積量がかなり低下 した(図7)。さらに原
虫区分の共存 もしくはギ酸の添加は亜硝酸の還元を促進することが確かめ られた。以上の結果か
ら,ル ーメン内の原虫数を増加 した条件で,本 実験で示された有効な水素供与体を併用すれば,
硝酸,亜 硝酸の還元が速まり中毒の危険性が低下することが示唆された。
水素供与体併用による硝酸中毒防止の可能性を追求するため,硝 酸塩継続給与中の緬羊を用い,
乳酸,ギ 酸塩の併用がルーメン内硝酸,亜 硝酸の消失並びに血中MHbの 形成量に及ぼす影響を
検討 した。水素供与体の併用により,ル ーメン内硝酸,亜 硝酸の消失がかなり促進 された。また
血中MHbは,KNO3単 用では,投与後増加 し,2～4時 間後に最高値となり,全Hb中22～34
%を 占め,これ以後減少 したが,8時 間後でも投与前の値に戻 らなかった。水素供与体を併用 し
た場合には,KNO3単用に くらべ,MHbの 最高値(10～16%)が低 く,その減少 も速やかであ
り,また平常値に復するのも速い傾向が示された。なお,KNO3単用の場合はどの動物 において
も貧血様症状等が観察 されたが,水素供与体併用の場合は,外観上 ほとんど異常は認められない
か,あ るいは認められたとして も回復が速かった。このように本実験において,濃厚飼料 ととも
に乳酸,ギ酸塩を併用することによって血中MHbの 最高値の低下およびその減少が促進 される
ことが確認された(図8)。
以上,本 研究では,ル ーメン細菌の硝酸適応性が硝酸中毒発生の重要な要因であることを解明
し,また硝酸代謝には細菌のみならず原虫も関与することを見出 し,さらに濃厚飼料とともに水
素供与体を併用すればルーメン内生成亜硝酸の還元が促進 されるため,中毒の危険性を著 しく低
下 し得ることを証明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨
硝酸塩を多く含む飼料は,反 鯛動物に対 して特異的に作用 し,いわゆる硝酸中毒をおこして,
突然死をもたらすことがある。近年,窒 素多肥による牧草,飼 料作物の高位生産が進むにっれ,
硝酸中毒による反甥家畜の生産性低下が報告されているが,そ の発現機序に関 しては不明な点が
多く,有効な防止法も見出されていない。本研究は,反甥胃内における硝酸代謝と中毒との関係
を検討 し,その発症 と防止のための飼料的要因を解析 したものである。
すなわち,ま ず,高 硝酸粗飼料を緬羊に与えて反躬 胃内における硝酸の還元並 びに亜硝酸の生
成 と,血中メトヘモグロビン濃度並びに中毒症状との相関を確かめ,中毒原因物質の亜硝酸の蓄
積は,胃 内細菌が硝酸に適応 し,これを還元する能力が増大する結果であると結論 した。
っいで,飼料の種類 と胃内硝酸代謝との関係を検討 し,濃厚飼料および牧草サイレージは亜硝
酸の生成 と同時に還元をも促進するので,中毒症状を軽減する効果を有すること,そ して,サ イ
レージの効果は乳酸による亜硝酸還元促進であることを見出した。また,胃 内プロトゾアは,亜
硝酸代謝を促進 し,中毒の軽減に貢献 しているという新知見も得た。
著 者は,さ らに,乳酸同様,ギ 酸などにも亜硝酸の蓄積を抑制する効果を見出 し,これ らの物
質と濃厚資料の併給により,中毒の危険を回避できることを示 した。
これ らの成果は,硝酸中毒発症に関す る理解を一段と深め,ま たその防止法について有用な知
見を与えたものである。よって,審査員一同,本 研究は農学博士の学位を授与するに価するもの
と認定 した。
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